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Abstract
Introduction: In differentiated thyroid cancer (DTC) the dif-
ferentiation between reactive and metastatic lymph nodes is
difficult at the early stages of metastasis. The aim of the stu-
dy was to assess the results of fine needle aspiration (FNA)
samples examination by the use of RT-PCR for Tg mRNA.
The special attention was directed to the evaluation of spe-
cificity of TgRNA estimation.
Material and methods: The group consisted of 193 DTC
patients with suspicion of lymph node recurrence and at
least one positive RT-PCR result. Thyroglobulin RT-PCR was
conducted in residual material left after preparation of cy-
tological smears from FNA specimens. Primer spanning
exons 35 were used with 39 cycles of PCR. RNA isolation
control and cDNA amplification were carried out using
GAPDH starters. 308 lymph node biopsies were included.
Results: 246 positive results for Tg RNA were observed in
the analyzed group, 71.1% confirmed by FNA. Among other
71 results, in which cytological examination did not corre-
spond unequivocally to molecular findings, in 34 metasta-
ses were confirmed both by cytological and clinical exami-
nation. There were 11 patients operated due to the positive
serial molecular examination only. In 10 (91%) of them DTC
metastases were confirmed. So, the positive predictive va-
lue of the molecular result ranged between 7589% and the
negative one was 100%.
Conclusions: In DTC patients RT-PCR Tg mRNA is helpful
in qualification of suspicious lymph nodes to surgery in DTC
patients. At the negative cytological finding, the positive
molecular result constitutes an indication for early surgery.
(Pol J Endocrinol 2006; 4 (57): 396402)
Key words: differentiated thyroid cancer (DTC), reactive and
metastatic lymph nodes, cytological finding, molecular result,
RT-PCR Tg mRNA
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Streszczenie
WstŒp: Ryzyko wznowy w wŒz‡ach ch‡onnych w przebie-
gu zró¿nicowanych raków tarczycy (DTC, differentiated thy-
roid cancer) jest znacz„ce. Mimo ¿e wiŒkszoæ nawrotów
wykrywa siŒ ju¿ w czasie pierwszych lat obserwacji, to jed-
nak u czŒci chorych do wznowy raka mo¿e dojæ nawet
po wielu latach od zakoæczenia leczenia skojarzonego. We
wczesnej fazie tworzenia siŒ przerzutu trudno odró¿niæ
wŒz‡y ch‡onne odczynowe od przerzutowych, st„d pyta-
nie, czy w rozpoznaniu przerzutów podejrzanych wŒz‡ów
ch‡onnych mo¿e pomóc badanie molekularne uzyskanego
bioptatu. Celem pracy by‡a ocena wyników bioptatów ba-
danych metod„ molekularn„, RT-PCR (reverse transcription
polymerase chain reaction) dla mRNA tyreoglobuliny (Tg, thy-
reoglobulin).
Materia‡ i metody: W badaniu wziŒ‡a udzia‡ grupa 193 cho-
rych na zró¿nicowane raki tarczycy z podejrzeniem prze-
rzutów do miejscowych wŒz‡ów ch‡onnych, u których przy-
najmniej raz w toku obserwacji uzyskano wynik dodatni
RT-PCR. £„cznie pobrano od nich 308 bioptatów.
ReakcjŒ RT-PCR wykonywano z materia‡u pozosta‡ego
w igle po wykonaniu tradycyjnego rozmazu cytologiczne-
go. KontrolŒ izolacji RNA i amplifikacji cDNA przeprowa-
dzano, stosuj„c startery dla dehydrogenazy fosforanu-3-gli-
ceroaldehydu (GADPH, glyceraldehyde-3-phosphate dehydro-
genase). Startery dla tyreoglobuliny obejmowa‡y eksony
35; stosowano 39 cykli PCR.
Wyniki: W badanej wyselekcjonowanej grupie chorych
uzyskano 246 wyników dodatnich badania RT-PCR, a roz-
poznanie przerzutów do wŒz‡ów ch‡onnych potwierdzono
za pomoc„ badania cytologicznego w 71,1% przypadków.
Sporód pozosta‡ych 71 wyników, w których wynik bada-
nia cytologicznego nie by‡ jednoznacznie zgodny z bada-
niem molekularnym, w 34 przypadkach potwierdzenie
istnienia przerzutu wynika‡o z ‡„cznej interpretacji badania
cytologicznego (w którym cytolog stwierdza‡ podejrzenie
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przerzutu, ale nie dawa‡ jednoznacznego rozpoznania lub
wynik bioptatu by‡ niediagnostyczny) i klinicznego (ze
wzglŒdu na wyniki innych badaæ). Operowano 11 chorych,
u których na zabieg zdecydowano siŒ wy‡„cznie ze wzglŒ-
du na utrzymuj„cy siŒ w kolejnych bioptatach dodatni
wynik badania molekularnego. U 10 z nich (91%) rozpo-
znanie przerzutu raka tarczycy potwierdzono za pomoc„
pooperacyjnego badania histopatologicznego wŒz‡ów
ch‡onnych szyi. Zatem ‡„czna ocena wiarygodnoci wyni-
ku dodatniego mieci‡a siŒ w zakresie 7589%, przy wiary-
godnoci wyniku ujemnego równej 100%.
Wnioski: Badanie molekularne (RT-PCR dla mRNA Tg)
podejrzanych wŒz‡ów ch‡onnych jest badaniem wspoma-
gaj„cym kwalifikacjŒ chorych do leczenia operacyjnego
w przebiegu zró¿nicowanych raków tarczycy. W przypad-
ku, kiedy badanie cytologiczne jest ujemne, wiarygodnoæ
dodatniego wyniku badania molekularnego nie jest pe‡na,
dlatego przed podjŒciem leczenia operacyjnego koniecznie
nale¿y przeprowadziæ indywidualn„ analizŒ wskazaæ,
a dodatni wynik badania molekularnego kwalifikuje cho-
rego do grupy wysokiego ryzyka wznowy w wŒz‡ach.
(Endokrynol Pol 2006; 4 (57): 396402)
S‡owa kluczowe: zró¿nicowany rak tarczycy, wŒz‡y ch‡onne
odczynowe i przerzutowe, bioptat, badanie molekularne RT-PCR
dla mRNA Tg
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WstŒp
W leczeniu raka tarczycy bardzo istotne znaczenie ma
wczesne wykrycie wznowy, poniewa¿ tylko wtedy le-
czenie operacyjne i uzupe‡niaj„ce leczenie radiojodem
mo¿e daæ pe‡ny, pozytywny efekt [1]. W przypadku
raka brodawkowatego przerzuty do wŒz‡ów ch‡onnych
czŒsto stwierdza siŒ ju¿ w chwili rozpoznania nowo-
tworu. Po zabiegu chirurgicznym nawroty choroby no-
wotworowej najczŒciej s„ zlokalizowane w wŒz‡ach
ch‡onnych szyi, stanowi„c 6075% wznów miejscowych [2].
Ryzyko wznowy miejscowej w przebiegu zró¿nicowa-
nych raków tarczycy (DTC, differentiated thyroid cancer)
jest znaczne i wynosi 530%. WiŒkszoæ nawrotów wy-
krywa siŒ w ci„gu pierwszych lat obserwacji, jednak
u czŒci chorych do nawrotu mo¿e dojæ nawet po wie-
lu latach od zakoæczenia leczenia. Wczesne wykrycie
wznowy miejscowej znacznie zwiŒksza szansŒ wyle-
czenia [1, 3]. Do tej pory w zró¿nicowanych rakach
tarczycy nie znaleziono markera molekularnego pozwa-
laj„cego na wykrycie przerzutów nowotworowych
w pocz„tkowej fazie ich rozwoju. Wiadomo jednak, ¿e
ekspresja bia‡ek swoistych dla tarczycy jest zachowana
w wiŒkszoci zró¿nicowanych raków tarczycy, chocia¿
jest ona znacznie ni¿sza ni¿ w prawid‡owych komór-
kach pŒcherzykowych [47]. Mimo ¿e tyreoglobulina
(Tg, thyreoglobulin) oznaczana immunometrycznie we krwi
chorych dobrze spe‡nia swoj„ rolŒ markera nawrotów, to
czasem zawodzi jako sygna‡ wczesnej wznowy wŒz‡owej
[8]. Istnieje zatem potrzeba szukania lepszych markerów
s‡u¿„cych do monitorowania pooperacyjnego chorych na
DTC  takich, które pozwoli‡yby na wczesne rozpo-
znanie przerzutów do wŒz‡ów ch‡onnych szyi.
W przypadku podejrzenia przerzutów nowotworo-
wych do wŒz‡ów ch‡onnych badaniem rozstrzygaj„cym
jest wykonanie biopsji aspiracyjnej cienkoig‡owej celo-
wanej [9]. Uzyskanie materia‡u niediagnostycznego
w biopsji lub wynik fa‡szywie ujemny w badaniu cyto-
logicznym nie nale¿y do rzadkoci. Ponadto ró¿nico-
wanie zmienionych odczynowo wŒz‡ów ch‡onnych
z wŒz‡ami przerzutowymi wymaga czŒsto wielokrot-
nych biopsji, co jest zadaniem nie‡atwym, szczególnie
u osób m‡odych, u których odczynowe powiŒkszenie
wŒz‡ów ch‡onnych jest czŒste. Wczesne wykrycie wzno-
wy wŒz‡owej DTC mo¿e byæ równie¿ trudne z powo-
du ma‡ej liczby komórek nowotworowych obecnych
w aspiracie.
PostŒpowanie diagnostyczne u chorych na DTC
mo¿e byæ wspierane przez analizŒ molekularn„ próbek
uzyskanych z bioptatów [1018]. Wykrywanie ekspre-
sji genu przez badanie mRNA jest metod„ bardziej czu‡„
ni¿ badanie obecnoci samego bia‡ka. Poniewa¿ ko-
mórki zró¿nicowanych raków tarczycy zachowuj„ zdol-
noæ produkcji tyreoglobuliny, wykrycie mRNA dla Tg
w badanych wŒz‡ach ch‡onnych szyi jest argumentem
przemawiaj„cym za obecnoci„ komórek przerzuto-
wych raka tarczycy. Zastosowanie techniki odwrotnej
transkrypcji reakcji ‡aæcuchowej polimerazy (RT-PCR,
reverse transcription polymerase chain reaction) do wykry-
wania ekspresji genu dla tyreoglobuliny mo¿e wiŒc uzu-
pe‡niaæ badanie cytologiczne i zwiŒkszyæ jego czu‡oæ
[10, 13, 1618].
Wprowadzenie tej metody do monitorowania raka
wi„¿e siŒ jednak z zasadniczym pytaniem, czy jej wy-
soka czu‡oæ nie stanowi jednoczenie jej najwa¿niej-
szego ograniczenia, prowadz„c do obni¿enia swoisto-
ci [19]. W„tpliwoci te wynikaj„ zarówno z rozwa¿aæ
teoretycznych, jak i z dowiadczeæ praktycznych, miŒ-
dzy innymi z badaæ nad wprowadzeniem RT-PCR do
diagnostyki raka jelita grubego czy raka piersi [2022].
Badaj„c markery u¿yte w tych nowotworach, Bostick
i wsp. [19] wykazali u zdrowych kobiet ekspresjŒ dla cy-
tokeratyny, antygenu karcinoembrionalnego (CEA, carci-
noembryonic antigen) oraz MUC-1 i to zarówno we krwi
obwodowej, jak i w wŒz‡ach ch‡onnych. Niska swoistoæ
jest w wielu przypadkach czynnikiem ograniczaj„cym
wdro¿enie tej metody do diagnostyki klinicznej.
Celem niniejszej pracy jest ocena przydatnoci ba-
dania molekularnego w kwalifikacji chorych na DTC
do zabiegu operacyjnego.
Materia‡ i metody
W badaniu wziŒ‡o udzia‡ 193 chorych z podejrzeniem
rozsiewu zró¿nicowanego raka tarczycy do szyjnych
wŒz‡ów ch‡onnych (308 bioptatów), u których przynaj-
mniej jeden raz stwierdzono w bioptacie dodatni wy-
nik badania molekularnego. Wskazania do biopsji po-
dejrzanego wŒz‡a ch‡onnego ustalono po przeprowa-
dzeniu badania przedmiotowego lub badania ultraso-
nograficznego u chorych zg‡aszaj„cych siŒ po raz
pierwszy po operacji zró¿nicowanego raka tarczycy lub
monitorowanych po zakoæczeniu leczenia skojarzone-
go, obejmuj„cego leczenie operacyjne i uzupe‡niaj„ce
leczenie jodem promieniotwórczym [9].
U wszystkich chorych rutynowo wykonywano biop-
sjŒ aspiracyjn„ cienkoig‡ow„ podejrzanych wŒz‡ów
ch‡onnych pod kontrol„ USG. Po wykonaniu klasycz-
nego rozmazu cytologicznego ig‡Œ biopsyjn„ przep‡uki-
wano dodatkowo 350 ml buforu RLT z b-merkaptoeta-
nolem (1 ml RLT/10 ml b-merkaptoetanolu) i uzyskany
w ten sposób materia‡ komórkowy zamra¿ano w 120°C
do badania RT-PCR. Rozmaz barwiono hematoksylin„-
-eozyn„.
Dalsze postŒpowanie kliniczne zale¿a‡o od wyniku
badania cytologicznego. Je¿eli wynik badania cytologicz-
nego by‡ dodatni, przeprowadzano ocenŒ operacyjno-
ci przerzutów i kwalifikowano chorych do leczenia
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operacyjnego. Je¿eli wynik badania cytologicznego by‡
ujemny, postŒpowanie uzale¿niano od ryzyka rozsie-
wu, ocenianego na podstawie obserwacji klinicznej.
U chorych, u których w badaniu USG lub w innych ba-
daniach dodatkowych (stŒ¿enie tyreoglobuliny w su-
rowicy) stwierdzano podejrzenie przerzutów, powta-
rzano biopsje cienkoig‡owe. Chorych, u których kolej-
ne biopsje nie potwierdza‡y zmian przerzutowych
w wŒz‡ach ch‡onnych, a wynik badania RT-PCR by‡ po-
nownie dodatni, poddano kilkuletniej obserwacji (od
roku do 5 lat).
U pozosta‡ych chorych kontrolowano jedynie ob-
raz podejrzanego wŒz‡a w USG i kontynuowano ozna-
czenia Tg.
Kwas rybonukleinowy (RNA, ribonucleic acid) z ma-
teria‡u uzyskanego przez p‡ukanie ig‡y biopsyjnej izo-
lowano za pomoc„ zestawu Rneasy Mini Kit (Qiagen).
SyntezŒ jednoniciowego DNA (cDNA) prowadzono na
matrycy RNA z u¿yciem zestawów cDNA Cycle Kit (In-
vitrogen). Do probówek zawieraj„cych 6 ml badanego
RNA dodawano 5,5 ml H2O i po 1 ml starterów oligo dT
(sekwencje tych starterów ulegaj„ komplementarnemu
parowaniu z zasadami znajduj„cymi siŒ w ogonie polia-
denylowym cz„steczki informacyjnego RNA). Probów-
ki umieszczano w termocyklerze UNO II (Biometra):
10 min w temperaturze 65°C, 2 min w temperaturze 20°C.
NastŒpnie dodano 4 ml buforu 5 × RT, 1 ml 100 mmol roz-
tworu dezoksyrybonukleotydów (dNTPs), 1 ml 80 mmol
pirofosforanu sodu i 1 ml inhibitora RNA-az oraz 0,5 ml
odwrotnej transkryptazy (AMV). Ca‡oæ umieszczano
w temperaturze 42°C na okres 60 min. Wyizolowany
cDNA zamra¿ano w 120°C.
ReakcjŒ PCR prowadzono w nastŒpuj„cych warun-
kach: 5 min (94°C); 39 cykli: 30 s (94°C), 30 s (60°C), 30 s
(72°C); 10 min (72°C) z u¿yciem starterów dla genu ty-
reoglobuliny (F:5TGT GAG CTG CAG AGG GAA ACG
GCC 3 R:5ATA CAC CTC CAT CCC CTC TGC GTC
CAC ACA 3) oraz dla GAPDH u¿ytego jako kontroli
(F:5 CCA CCC ATG GCA AAT TCC ATG GCA 3
R:5TCT AGA CGG CAG GTC AGG TCC ACC 3). Na-
stŒpnie przeprowadzano elektroforezŒ na 2-procento-
wym ¿elu agarozowym barwionym bromkiem etydyny,
przy u¿yciu pUC Mix (MBI Fermentas) jako markera
d‡ugoci fragmentów DNA. D‡ugoæ produktów reak-
cji PCR z u¿yciem starterów dla genów tyreoglobuliny
i GAPDH wynosi‡y odpowiednio: 348 i 603 pz.
Wyniki
W wyselekcjonowanej grupie 193 chorych (308 bioptatów)
uzyskano 246 wyników dodatnich badania molekular-
nego. Rozpoznanie przerzutów do wŒz‡ów ch‡onnych
za pomoc„ badania cytologicznego potwierdzono
w 175 przypadkach, co stanowi‡o 71% wszystkich do-
datnich wyników badaæ molekularnych (tab. I). W po-
zosta‡ych 29% badanie cytologiczne nie by‡o zgodne
z badaniem molekularnym bioptatu. W toku dalszej
obserwacji w 26 przypadkach (11%) wykluczono wzno-
wŒ wŒz‡ow„, a wynik badania molekularnego uznano
za fa‡szywie dodatni (ryc. 1). W dalszych 34 przypad-
kach potwierdzenie istnienia przerzutów wynika‡o
z ‡„cznej interpretacji wyników badania cytologicznego
(w którym cytolog stwierdza‡ podejrzenie przerzutu,
lecz nie dawa‡ jednoznacznego rozpoznania lub wynik
biopsji by‡ niediagnostyczny) i innych badaæ. W 11 przy-
padkach, w których badanie cytologiczne nie by‡o
jednoznaczne, a które leczono operacyjnie, badanie
molekularne zweryfikowano poprzez pooperacyjne
badanie histopatologiczne. U 10 z tych chorych (91%)
uzyskano jednoznaczne potwierdzenie obecnoci
wznowy wŒz‡owej w badaniu histopatologicznym po
zabiegu (ryc. 2).
W badaniach kontrolnych (72 badanych wŒz‡ów),
wykonanych u chorych z podejrzeniem przerzutu no-
wotworu innego ni¿ DTC, w 20 przypadkach uzyska-
no cytologiczne rozpoznanie przerzutu, a w 52 wynik
Tabela I
Wyniki badaæ cytologicznych i molekularnych u chorych na raka tarczycy z podejrzeniem
wznowy wŒz‡owej (‡„cznie u 193 chorych wykonano 308 bioptatów)
Table I
Results of cytological and molecular investigation in patients with suspicion of DTC lymph
node metastases (308 fine-needle aspirations were performed in 193 patients )
Dodatnie Ujemne Niejednoznaczne Razem
Badania molekularne 246 62 0 308
79,9% 20,1%
Badania cytologiczne 175 88 45 308
56,8%  (62 + 26*) 14,6%
28,6%
*W dalszej obserwacji wycofano siŒ z podejrzenia przerzutu
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badania cytologicznego by‡ ujemny. W ¿adnej z 72 ba-
danych próbek nie otrzymano dodatniego wyniku RT-
PCR dla mRNA tyreoglobuliny (tab. II).
Podsumowuj„c powy¿sze wyniki, nale¿y stwierdziæ,
¿e w wybranych w ten sposób grupach wiarygodnoæ
wyniku dodatniego mieci siŒ w granicach 7589%,
w zale¿noci od przyjŒtego kryterium, a wiarygodnoæ
wyniku ujemnego wynosi 100%.
Dyskusja
Komórki raka tarczycy, tworz„ce przerzuty do wŒz‡ów
ch‡onnych, zachowuj„ wiele cech funkcjonalnych ko-
mórki pŒcherzykowej, zatem mo¿na w nich badaæ eks-
presjŒ genów swoistych dla tarczycy [23, 24]. MetodŒ RT-
PCR zastosowano w zró¿nicowanym raku tarczycy do
badania ekspresji wielu genów swoistych dla komórek
pŒcherzykowych, w tym genu tyreoglobuliny, recepto-
ra dla TSH, symportera jodowo-sodowego oraz perok-
sydazy tarczycowej czy pendryny [5, 1618, 2327]. Bada-
nia wykonane metod„ ilociowej PCR w czasie rzeczy-
wistym wskazuj„, ¿e liczba kopii mRNA jest znacznie
wy¿sza dla tyreoglobuliny ni¿ dla innych genów i to za-
równo w prawid‡owej komórce pŒcherzykowej, jak
i w komórce raka brodawkowatego [23, 27, 28]. Mimo ¿e
ekspresja wszystkich genów tarczycowo-swoistych jest
w raku tarczycy wyranie obni¿ona, to w wartociach
wzglŒdnych obni¿enie jest najmniejsze w‡anie dla ty-
reoglobuliny [23]. Dlatego w celu wykrycia komórek
nowotworowych tworz„cych przerzuty DTC w innych
narz„dach najczŒciej stosuje siŒ tyreoglobulinŒ.
Autorzy niniejszej pracy skupili siŒ przede wszystkim
na kwestii swoistoci wyniku badania molekularnego,
Tabela II
Grupa kontrolna  72 chorych na nowotwory inne ni¿
zró¿nicowane raki tarczycy (DTC)
Table II
Control group  72 patients with suspicion of lymph node
metastases from other tumors than differentiated thyroid
carcinoma
Wynik badania RT-PCR Tg Razem
cytologicznego
+ 
Dodatni* 0 20 20
Ujemny 0 52 52
Razem 0 72 72
*Rak inny ni¿ DTC; DTC (differentiated thyroid carcinoma)  zró¿nicowane
raki tarczycy; RT-PCR (reverse transcription polymerase chain reaction)
 odwrotna transkrypcja reakcji ‡aæcuchowej polimerazy;
Tg  tyreoglobulina
Rycina 1. Analiza dodatnich wyników badania molekularnego
bioptatu wŒz‡ów ch‡onnych
Figure 1. Evaluation of positive results of molecular examination
of suspected lymph nodes
Rycina 2. Wiarygodnoæ wyniku molekularnego w grupie chorych
zakwalifikowanych do leczenia operacyjnego mimo ujemnego
wyniku badania cytologicznego
Figure 2. Positive predictive value of molecular examination , as
evaluated by post-surgery histopathology. Surgery was decided
on the basis of positive RT-PCR, at negative cytology
n = 185
75%
n = 26
11%
n = 34
14%
n = 1
Fa‡szywie dodatnie wyniki badaæ RT-PCR dla Tg
Dodatnie wyniki badaæ RT-PCR dla Tg nierozstrzygniŒte
w dotychczasowej obserwacji klinicznej
Dodatni wynik badania RT-PCR dla Tg, którego nie
potwierdzono pooperacyjnym badaniem histopatologicznym
Dodatnie wyniki badaæ RT-PCR zgodne z badaniami
cytologicznymi lub histopatologicznymi
n = 10
91%
n = 1
9%
Wyniki badaæ RT-PCR dla Tg potwierdzone
pooperacyjnym badaniem histopatologicznym
Wynik badania RT-PCR dla Tg, którego nie potwierdzono
pooperacyjnym badaniem histopatologicznym
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dlatego ograniczyli siŒ wy‡„cznie do osób, u których
przynajmniej jeden raz stwierdzono wynik dodatni.
Wiarygodnoæ wyniku dodatniego waha‡a siŒ w grani-
cach 7589%. Dolna granica tego zakresu to wyniki
potwierdzone cytologicznie lub histopatologicznie.
Górn„ granicŒ wyznacza stwierdzenie 11% wyników
fa‡szywie dodatnich, poniewa¿ u tych chorych w dal-
szej obserwacji jednoznacznie wycofano siŒ z podejrze-
nia przerzutu [26]. U 11 chorych, u których stwierdzo-
no dodatni wynik badania molekularnego bez rozpo-
znania przerzutu w badaniu cytologicznym, zdecydo-
wano siŒ na leczenie operacyjne, które wykaza‡o bardzo
dobr„ wiarygodnoæ tych badaæ (91%). U pozosta‡ych
chorych operacji nie wykonywano ze wzglŒdu na obec-
noæ rozsiewu choroby do innych narz„dów lub prze-
ciwwskazaæ do leczenia chirurgicznego, b„d te¿ ni-
skie prawdopodobieæstwo przerzutów o znacz„cej
masie, wynikaj„ce z oceny klinicznej. Wyniki autorów
prezentowanej pracy zachŒcaj„ do kontynuowania ba-
daæ molekularnych w opisanej sytuacji klinicznej. Je¿eli
liczba komórek raka w wŒle ch‡onnym jest stosunko-
wo niewielka, ‡atwo mo¿na je przeoczyæ w materiale
z biopsji cienkoig‡owej, obejmuj„cym stosunkowo nie-
wielk„ liczbŒ komórek. Stwierdzenie w uzyskanym
materiale cytologicznym komórek raka tarczycy lub
komórek o morfologii tyreocytów pozwala na posta-
wienie rozpoznania nawrotu procesu nowotworowe-
go. Jednak w przypadku ma‡o zaawansowanych zmian
interpretacja otrzymanego rozmazu komórkowego
mo¿e byæ utrudniona (zbyt ma‡a liczba komórek lub ich
zmieniona morfologia, bŒd„ca wynikiem przeprowa-
dzonego leczenia). Barwienie na obecnoæ Tg w aspira-
cie mo¿e zwiŒkszyæ czu‡oæ i swoistoæ tej metody, jed-
nak czŒsto jest to równie¿ niewystarczaj„ce ze wzglŒ-
du na niewielk„ iloæ pobranego materia‡u komórko-
wego [10].
U¿ycie techniki RT-PCR umo¿liwia wykrycie mRNA
dla Tg, nawet je¿eli w aspiracie znajduje siŒ zaledwie
kilka komórek zdolnych do syntezy Tg. Wykrycie in-
formacyjnego RNA dla Tg w bioptatach podejrzanych
wŒz‡ów ch‡onnych osób chorych na DTC mo¿e byæ
podstaw„ do rozpoznania wznowy miejscowej. Ko-
nieczne jest jednak wyznaczenie kryteriów interpreta-
cyjnych dla tej metody diagnostycznej, umo¿liwiaj„cej
monitorowanie obecnoci pojedynczych komórek prze-
rzutu. Niniejsza praca wyznacza taki zakres wiarygod-
noci.
Próby zastosowania metody RT-PCR w badaniach
cytologicznych by‡y do tej pory w zró¿nicowanym raku
tarczycy podejmowane przez licznych badaczy [11, 29],
jednak nikt nie opisa‡ swojej metody ilociowo. Jeszcze
czŒciej oznaczano immunoradiometrycznie Tg w po-
p‡uczynach z wymazu [30, 31].
Jakkolwiek zastosowanie tak czu‡ej metody, jak„ jest
RT-PCR, wydaje siŒ logicznym etapem zwiŒkszania czu-
‡oci biopsji cienkoig‡owej, zastosowanie praktyczne tej
metody jest jeszcze w onkologii rzadkie ze wzglŒdu na
powa¿ne w„tpliwoci dotycz„ce jej swoistoci. ZwiŒk-
szaj„c liczbŒ cykli w reakcji PCR, mo¿na uzyskaæ bada-
ny transkrypt praktycznie z ka¿dego materia‡u. Zatem
ka¿da pracownia musi udowodniæ, ¿e warunki reakcji
s„ tak dobrane, by stanowi‡y optymalny kompromis
miŒdzy zwiŒkszaniem czu‡oci a obni¿eniem swoisto-
ci. Dotyczy to nie tylko liczby cykli w reakcji PCR,
ale tak¿e zakresu oczyszczania izolowanego RNA z do-
mieszek DNA. Autorzy chronili siŒ przed zanieczyszcze-
niami DNA, stosuj„c wstŒpne trawienie DNA-z„.
Zastosowanie starterów obejmuj„cych kilka kolejnych
eksonów tak¿e zmniejsza‡o ryzyko namna¿ania zanie-
czyszczeæ DNA. Ryzyko nieuprawnionej transkryp-
cji okaza‡o siŒ niskie, na co wskazuje analiza grupy
odniesienia, któr„ stanowi‡y bioptaty pobrane od cho-
rych na inne nowotwory ni¿ DTC. W metodzie auto-
rów niniejszej pracy wiarygodnoæ wyniku ujemnego
badana w grupie chorych z innymi nowotworami
wynosi‡a 100%.
Wnioski
Badanie molekularne (RT-PCR dla mRNA Tg) podej-
rzanych wŒz‡ów ch‡onnych jest badaniem wspomaga-
j„cym kwalifikacjŒ chorych do leczenia operacyjnego
w przebiegu zró¿nicowanych raków tarczycy. Nale¿y
jednak podkreliæ, ¿e w przypadku, kiedy wynik bada-
nia cytologicznego jest ujemny, wiarygodnoæ wyniku
dodatniego badania molekularnego nie jest pe‡na i mie-
ci siŒ w granicach 7589%, w zale¿noci od przyjŒtego
kryterium, wy¿sza jest wiarygodnoæ wyniku ujemne-
go, która wynosi 100%. Tak wiŒc, przed podjŒciem le-
czenia operacyjnego konieczna jest indywidualna oce-
na wskazaæ u ka¿dego chorego, a jej zastosowanie po-
zwala na trafny wybór chorych, u których operacja jest
uzasadniona. Nale¿y przyj„æ, ¿e dodatni wynik bada-
nia molekularnego kwalifikuje chorych do grupy wy-
sokiego ryzyka wznowy wŒz‡owej.
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